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ácido 2-[4-(2-hidroxietil-1-piperazino)]propilsulfónico; Km: constante de Michaelis-Men-
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RESUMEN
Las enfermedades cardiovasculares (ECV) suponen la primera causa de muerte
en los países desarrollados y se ha estimado que en el año 2010 también lidera-
rán las causas de muerte en los países en vías de desarrollo. Numerosos estudios
epidemiológicos han confirmado la relación entre colesterolemia y ECV, postu-
lándose que el descenso de los niveles séricos de colesterol produce una dismi-
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nución de la incidencia y la prevalencia de muerte por cardiopatía isquémica y
ECV. Además se ha demostrado que la concentración elevada de lipoproteínas de
baja densidad (LDL) es un factor de riesgo, mientras que la de lipoproteínas de alta
densidad (HDL) es un factor protector frente a la ECV.
Muchos autores han sugerido que esta acción beneficiosa de las HDL se debe
a que, unida a su molécula, existe una enzima denominada paraoxonasa (PON1).
La PON1 es una enzima que presenta varias actividades in vitro: paraoxonasa, ari-
lesterasa y lactonasa. Parece inhibir la oxidación tanto de las LDL como de las
HDL y facilitar el transporte reverso del colesterol, disminuyendo así el riesgo de
aterosclerosis.
Su mecanismo de acción, propiedades catalíticas y sustratos naturales aun se
desconocen. Se han desarrollado algunos métodos espectrofotométricos y calori-
métricos para determinar su actividad arilesterasa que aunque muy utilizados no
son muy sensibles y los resultados obtenidos no son muy reproducibles. En este
trabajo se revisan muchos aspectos centrales referentes a esta enzima: mecanismos
de acción, regulación por diferentes sustratos y mecanismos genéticos y dieta.
Además se presenta un método que, utilizando como tampón un mimético de
suero, permite obtener resultados más fiables y reproducibles de actividad ariles-
terasa en humanos y ratones. Por otra parte, se detectan posibles efectos de los
polimorfismos sobre los valores basales de actividad arilesterasa en individuos con
riesgo cardiovascular incrementado.
Palabras clave: Arilesterasa.—Aterosclerosis.—LDL-oxidada.—Mimético de sue-
ro humano.—Polimorfismos.
SUMMARY
Arylesterase. Methodological and Functional Aspects of a Key Enzyme
in the Cardiovascular Disease. Part II
Cardiovascular diseases (CVD) are the first cause of death in developed countries
and it is estimated that by 2010 they will also be the leading cause of death in
developing countries. Epidemiologic studies have demonstrated that reduction of
total serum cholesterol decreases prevalence and death rates associated with
ischemic cardiopathy and CVD. Furthermore, a high concentration of LDL is
considered a risk factor, while high levels of HDL are thought to be a protective
factor.
Many authors have suggested that HDL-bound PON1 enzyme may confer
the protective effects to HDL. PON1 is an enzyme with several in vitro activities:
paraoxonase, arylesterase, and lactonase. It has been reported that PON1 inhibits
LDL and HDL peroxidation, as well as it facilitates the cholesterol reverse transport,
helping to inhibit the developing of atherosclerosis.
Its native substrates, its in vivo mechanism of action and its molecular
targets in the human body are still unknown. Nevertheless, calorimetric and
spectrophotometric methods, very often employed but reaching to low very precise
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and sensible results, to determine its arylesterase activity have been developed. In
this paper several aspects of this enzyme such as the mechanism of action, the
regulation by substrates, genes and diet, are reviewed. Moreover, we present a
method that uses a serum mimetic buffer that permits to obtain more precise and
repeatable results of the arylesterase activity in humans and mice. Furthermore the
relationship between PON1 polymorphisms and arylesterase activity is also tested
in subjects at increased CVD-risk.
Keywords: Arylesterase.—Atherosclerosis.—Oxidized-LDL.—Human serum
mimetic.—Polymorphisms.
MÉTODOS PARA DETERMINAR
LA ACTIVIDAD ARILESTERASA
El proceso de purificación del enzima paraoxonasa (PON1) ha
dado lugar a muchas controversias, ya que aunque en muchos estu-
dios se asegura haber utilizado el enzima «purificado», resulta para-
dójico que no se hubieran incluido sus coordenadas en el Protein Data
Bank (PDB) hasta el año 2004 (1-3). Parece obvio que tal purificación
no debió ser completa, además estudios muy recientes han asegurado
haber desarrollado un método fiable de purificación de PON1, porque
según comentan, en los estudios anteriores junto con la PON1 siem-
pre aparecía una proteína que une grupos fosfato (HPBP) (4).
Por otro lado, la purificación de un enzima suele ser un proceso
bastante largo y complejo, por lo que en un laboratorio de rutina
para realizar la determinación de la actividad arilesterasa es mejor
hacerlo con un método que emplee directamente suero. Así pues, se
han intentado desarrollar métodos rápidos de detección de la activi-
dad arilesterasa a fin de asociar su actividad o su concentración con
el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular. La determina-
ción de la actividad de la enzima PON1 tiene limitaciones ya que
aun no se conocen los valores normales en suero debido a la varia-
bilidad interindividual condicionada por polimorfismos de la enzi-
ma. Esto condiciona que su valor predictivo aun no esté totalmente
definido.
El primer método propuesto para determinar la actividad ariles-
terasa, y el que ha sido utilizado en la mayoría de los estudios de
intervención (5-11), es el método elaborado por Eckerson y col. (12),
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que se considera el método de referencia. En este método se usa
acetato de fenilo como sustrato, ya que es específico de esta estera-
sa. Las medidas se hacen espectrofotométricamente a una longitud
de onda de 270 nm. El acetato de fenilo se disuelve hasta una con-
centración 1 mM en un tampón Tris/HCl 20 mM, con una concen-
tración de CaCl2 0.9 mM y de un pH = 8 a 25º C. La actividad del
enzima se calcula usando un coeficiente de extinción molar de 1310
M–1 cm–1. Una unidad (U) de actividad arilesterasa se define como
1 µmol de acetato de fenilo hidrolizado por minuto.
Sin embargo, el método de Eckerson y col. (12) da lugar a resul-
tados de actividad arilesterasa poco reproducibles, además de muy
bajo orden de actividad enzimática, por lo que numerosos autores
han intentado modificarlo para aumentar la sensibilidad (Tabla 1).
TABLA 1. Modificaciones realizadas al método de Eckerson y col. (12)
Concentración
Estudio Tampón sustrato pH Temperatura
Beltowsky y 100 mM Tris/HCl
col. (13) 2 mM Ca Cl2 2 mM 8 25 ºC
Reiner y col. (14) 100 mM Tris/HCl 5 mM 7,4 37 ºC
Liao y col. (15) 50 mM Tris/HCl
2 mM Ca Cl2 40 mM 8 25 ºC
Wallace y col. (16) 20 mM Tris/HCl 1 mM 7,4 25 ºC
20 mM Tris/HCl
Azarsiz y col. (5) 0,9 mM Ca Cl2 1 mM 8 25 ºC
1 M NaCl*
* El NaCl se añade como potenciador de la actividad.
A pesar de todas estas modificaciones aún no se han obtenido
resultados óptimos de actividad arilesterasa.
Otro método de determinación de la actividad arilesterasa más
reciente es el propuesto por Lorentz y col. (17). Se trata de un ensayo
automatizado basado en la medida de la disminución del hexaciano-
hierro-III como consecuencia de la reacción acoplada de la hidrólisis
del acetato del tiofenilo por acción de la arilesterasa (Figura 1).
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FIGURA 1. Esquema del método propuesto por Lorentz y col. (13).
Las medidas se llevan a cabo a 37º C y a un pH = 7,73 a una
longitud de onda de 405 nm (a la que absorbe el hexacianohierro-
III). En algunas de las muestras, cuando las velocidades iniciales
eran muy pequeñas, se sustituyó el hexacianohierro-III por ácido
5-5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico) haciéndose las medidas a 546 nm (17).
Sin embargo este método resulta muy largo y tedioso para ser em-
pleado como ensayo de rutina.
Otro método espectrofotométrico es el descrito por Butte y col. (18)
usando como sustratos acetato y benzoato de p-nitrofenilo en un tam-
pón fosfato 66 mM con 0,1% de Triton X-100 a pH = 7,5 y 37º C. El
método se basa en el incremento de absorbancia a 321 nm, debido al
aumento de concentración de α-naftol (producto de la hidrólisis de la
arilesterasa sobre los sustratos). El inconveniente de este método es
que los ésteres del α-naftol no son sustratos específicos de este enzima.
Los estudios llevados a cabo por Debord y col. (19-21) con muchos
de los inhibidores de la actividad arilesterasa llevaron a la conclusión
de que el método espectrofotométrico tenía muchas limitaciones por
el efecto de los inhibidores de la actividad arilesterasa. Por ello pensa-
ron que desarrollando un método microcalorimétrico evitarían estos
problemas. Estos autores han puesto a punto un método calorimétri-
co usando acetato de fenilo como sustrato en un tampón Tris/HCl
9 mM con 1 mM CaCl2 a pH = 8 y 37º C. Se mezcla la disolución
de sustrato con el enzima purificado en un microcalorímetro y se
mide la diferencia de entalpía hasta que se alcanza el estado estacio-
nario (22). Los resultados obtenidos se ajustaron a una ecuación in-
tegrada de Michaelis-Menten no linear y se ajustó por mínimos cua-
drados (22). Observaron que se trata de una reacción ligeramente
endotérmica (ΔH = 8,2 kJ mol–1) (18). Sus resultados coinciden con los
de Lorentz y col. (17). Sin embargo el manejo de la microcalorimetría
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es muy complicado, por lo que tampoco parece una buena solución
para sustituir al método de Eckerson y col. (12).
NUEVO MÉTODO PARA DETERMINAR
LA ACTIVIDAD ARILESTERASA
A) Estudios en humanos
Nuestro equipo se planteó que todos estos inconvenientes po-
drían solucionarse empleando un medio que reprodujera la compo-
sición del medio interno en el que trabaja la arilesterasa. El Simu-
lated Body Fluid (SBF), introducido por Kokubo y col. (23), es un
líquido artificial que presenta la misma concentración iónica del
suero y que ha sido utilizado con éxito en experimentos con bioma-
teriales (24, 25). No obstante, hasta el momento nunca había sido
utilizado para medir actividades enzimáticas. Como el SBF no tiene
exactamente la misma composición electrolítica que el suero, ya que
presenta 1,8 veces más cloruro y seis veces menos bicarbonato que
el suero, se diseñaron tres tampones más (Tabla 2) (26):
• SBFc: modificado en cloruro y tamponado con ácido 2-[4-(2-
hidroxietil-1-piperazino)]propilsulfónico (HEPES)/NaOH.
• SBFb: modificado en bicarbonato y tamponado con Tris/HCl.
• SBFp: con la misma composición que el plasma y tamponado
con HEPES/NaOH.
TABLA 2. Composición iónica del suero, del SBF y de los SBF modificados
Suero SBF SBFc SBFb    SBFp
mM mM mM mM mM
Na+ 142 142 142 142 142
Ca2+ 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Cl
–
103 187 103 187 103
K+ 5 4,6 4,6 4,6 5
HCO
3
– 27 4,6 4,6 27 27
Mg2+ 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
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El diseño de la composición de los tampones se hizo mediante
una hoja de cálculo Excel, modificando la concentración del ion que
nos interesaba y manteniendo una fuerza iónica fija de 0,26 M.
Para compararlo con el método de Eckerson y col. (12) se dise-
ñaron los siguientes experimentos:
1. Obtención de curvas patrón de actividad arilesterasa
Este ensayo se hace a concentración de sustrato fija (0,25 mM de
acetato de fenilo) y distintos volúmenes de un pool de sueros hu-
manos control. Las medidas en los cuatro SBF se llevaron a cabo
a 37º C y pH = 7,34-7,4 (condiciones fisiológicas). Las medidas por
el método de Eckerson y col. (12) según bibliografía ya descrita en
el apartado anterior. Una unidad de actividad arilesterasa es igual a
1 mol de acetato de fenilo hidrolizado por L y por minuto.
Los resultados obtenidos se representan en la Figura 2. En la
Tabla 3 se presentan los valores de las pendientes obtenidas. En ella
FIGURA 2. Determinación de la actividad arilesterasa en humanos a concentración
de enzima variable usando el método de Eckerson y col. (12), SBF, SBFc, SBFp y SBFb.
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2. Obtención de los parámetros cinéticos
2. de la actividad arilesterasa
Este ensayo se llevó a cabo a un volumen de enzima fijo (50 μL
de suero humano control) y variando la concentración de sustrato
(0,10-0,50 mM de acetato de fenilo) en tampón SBF (con el que se
habían obtenido los mejores resultados) (22) y con el método de
Eckerson y col. (12).
Por ambos métodos el enzima mostró una cinética de Michaelis-
Menten. Los valores de Km y Vmax: obtenidos con el método de
Eckerson y col. (12) fueron los siguientes: Vmax = 5,299*10–5 U (IC
95% = 4,18 *10–5 – 6,42*10–5 U) and Km = 2,765*10–4 M (IC 95% =
1,62*10–4 – 3,91*10–4 M) y por el nuevo método (26) usando SBF
Vmax = 6,305*10–5 U (95% IC = 4,62 *10–5 – 7,99*10–5 U) y Km =
2,643*10–4 M (95% IC = 1,13*10–4 – 4,16*10–4 M).
3. Validación del nuevo método en 23 pacientes
3. con riesgo cardiovascular incrementado
Los criterios de inclusión eran: edad: hombres > 45 años; muje-
res postmenopáusicas (> 50 años); Índice de masa corporal (IMC)
se puede observar que el SBF da los mejores resultados, seguido del
SBFc. Las actividades obtenidas con los otros tampones SBFb y SBFp
fueron equivalentes a las observadas, empleando el método de Ecker-
son y col. (12).
TABLA 3. Pendiente de la actividad arilesterasa en cinco tampones diferentes
Tampón Pendiente IC 95% R2
U/L U/L
Tris/HCl 15,53 13,8-17,3 0,987
SBF 25,84 22,8-28,8 0,989
SBFc 21,97 18,0-25,9 0,969
SBFb 15,73 13,6-17,8 0,983
SBFp 13,92 12,0-15,9 0,981
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> 25 kg/m2. Además, una de las siguientes características debía ser
presentada: colesterol total = 5,69 mmol/L, ser fumador (= 10 ciga-
rrillos al día) y/o hipertensión (140-90 mm Hg de presión arterial
sistólica/diastólica, respectivamente).
Se determinó su actividad arilesterasa por el método de Eckerson
y col. (12) y por el nuevo método (26), obteniendo los resultados que
aparecen en la Tabla 4. Los valores obtenidos, usando el método que
utiliza SBF (26) fueron significativamente más bajos (p < 0,038;
+ 26,4%) que usando el método de Eckerson y col. (12). El coeficien-
te de variación, usando el SBF como tampón, fue un 6% inferior que
cuando empleamos el Tris/HCl. Por otro lado, la precisión del nuevo
método (26) fue significativamente superior que usando el método
de Eckerson y col. (12) (F = 4,627; p = 0,038). Teniendo en cuenta
los percentiles de actividad arilesterasa de nuestra población obte-
nidos con el SBF: percentil (P) P25 = 30,6 U/L; P50 = 37,5 U/L; P75 =
50,7 U/L, se observa que las muestras con actividad arilesterasa in-
ferior a la del P75 estaban hiperestimadas (p = 0,038, + 53%) al uti-
lizar el método de Eckerson y col. (12).
Por tanto, con todos estos resultados experimentales, se puede con-
cluir que el nuevo método propuesto (26) da resultados menos erráti-
cos y más reproducibles que el método de referencia (12). El rango de
linealidad de la actividad arilesterasa fue muy superior usando el SBF,
por lo que puede usarse para un mayor intervalo de concentración de
arilesterasa (26). Esto implica que para una misma concentración
de arilesterasa, al usar el método que emplea SBF (26) el enzima debe
estar hiperactivada debido a que se encuentra en un medio iónico más
favorable con lo que se obtiene un valor mayor de actividad arileste-
rasa. Por tanto debe concluirse que el nuevo método (26) puede susti-
tuir al de Eckerson y col. (12) como método de referencia.
Por otro lado, el método de Eckerson y col. (12) sobreestima los
valores de actividad en pacientes con muy baja actividad arilestera-
sa, aspecto de gran importancia ya que, como se ha comentado
anteriormente, las personas con alto riesgo cardiovascular tienen
disminuida la actividad de dicha enzima.
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TABLA 4. Actividad pseudo-específica arilesterasa determinada por el método
de Eckerson y col. (12) y por el nuevo método (26) en pacientes con riesgo
cardiovascular incrementado
Tampón n Actividad arilesterasa Coeficiente de variación
U/L %
SBF 23 38,6 ± 13,8 35
Tris/HCl 23 48,8 ± 20,3* 41
SBF (A) 6 19,2 ± 5,7 30
Tris/HCl (A) 6 46,3 ± 30,6 66
SBF (B) 17 31,2 ± 10,3 33
Tris/HCl (B) 17 47,8 ± 21,5* 45
SBF (C) 11 37,8 ± 4,4 12
Tris/HCl (C) 11 48,7 ± 16,5 34
(A) Pacientes con muy baja actividad arilesterasa [< 30,6 U/L, Percentil (P)25 con SBF].
(B) Pacientes con baja y con muy baja actividad arilesterasa [< 50,7 U/L (P75 con SBF)].
(C) Pacientes con actividad arilesterasa entre = 30,6 U/L y < 50,7 o entre el P25 y el P75 con
SBF). * p < 0,05; diferente significativamente vs. su respectivo valor usando el SBF (Student-
t test pareado).
B) Estudios en ratones
También nos propusimos poner a punto el método de determina-
ción de la actividad arilesterasa en otros animales de experimenta-
ción y para ello se seleccionaron ratones balb-c, que es una estirpe
muy resistente a desarrollar aterosclerosis (A. H. Terpstra, comuni-
cación personal).
El diseño experimental para comparar el método de Eckerson y
col. (12) y el método empleando SBF (26) en ratones fue el mismo
que el comentado en el apartado anterior. Sin embargo, se alcanza-
ron resultados ligeramente diferentes (Figura 3).
El nuevo método (26) dio lugar a los mejores resultados en rato-
nes al igual que en humanos, sin embargo este incremento de acti-
vidad fue más importante en ratones ya que se consiguió incremen-
tar la actividad 180 veces respecto al método de Eckerson y col. (12).
Resultados similares a los del SBF se obtuvieron al emplear el SBFc
y el SBFp (Tabla 5) (27).
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FIGURA 3. Determinación de la actividad arilesterasa en ratones balb-c
a concentración de enzima variable usando el método de Eckerson y col. (12),
SBF, SBFc, SBFp y SBFb.
TABLA 5. Pendientes de la actividad arilesterasa en ratones
usando cinco tampones diferentes
Tampón Pendiente IC 95% R2
U/L U/L
Tris/HCl 0,13 0,096-0,167 0,917
SBF 21,03 17,9-24,2 0,988
SBFc 21,20 18,7-23,7 0,986
SBFb 13,22 11,1-14,4 0,974
SBFp 18,70 13,6-22,4 0,965
Los parámetros cinéticos obtenidos de la arilesterasa de ratones
fueron por el método de Eckerson y col. (12): Km = 2,008*10
–4 (IC 95%
= 9,52 *10–5 – 3,06*10–4) y Vmax = 3,236*10
–5 (IC 95% = 2,54 *10–5 –
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3,93*10–5) y por el nuevo método (26) Km = 1,442*10
–3 (IC 95% =
5,01*10–3 – 3,39*10–3) y Vmax = 1,854*10
–4 (IC 95% = 1,54*10–5 – 3,86*
10–4). Con el nuevo método (26) se obtuvieron una Vmax y una Km
mucho más altas que con el método de Eckerson y col. (12) y además
más elevadas que en humanos por ambos métodos, por lo que se
puede concluir que la arilesterasa de ratones es más activa que la de
humanos.
El estudio con los distintos tampones (SBF, SBFp, SBFc, SBFb)
dio lugar a diferentes resultados sobre el efecto de los iones Cl– y
HCO3
–, y de los agentes tamponantes Tris y HEPES que serán co-
mentados en el siguiente apartado.
CARACTERIZACIÓN Y REGULACIÓN
DE LA ACTIVIDAD ARILESTERASA
1. Inhibidores de la actividad arilesterasa
1.1. Metales de transición
En el año 1960, Erdos y col. (28) ya identificaron a los metales
de transición como inhibidores de la arilesterasa, pero su mecanis-
mo de inhibición no fue descrito hasta décadas más tarde (19, 29)
(Tabla 6).
TABLA 6. Mecanismo de inhibición de la actividad arilesterasa
por metales de transición
             Metales Mecanismo de inhibición
Unión al –SH de la cys284 según (29)
Cu2+ y Hg2+ Unión al grupo carbonilo del sustrato inhibiendo
su unión al Ca1 (19)
Mn2+, Co2+, Ni2+, Zn2+, Cd2+ Unión a hys del sitio catalítico (19)
La3+ Unión al sitio de unión del Ca2+ (19)
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1.2. EDTA y citrato
Son utilizados como anticoagulantes en el plasma e inhiben la
actividad arilesterasa por ser quelantes de Ca2+, por lo que se reco-
mienda el uso de suero en lugar de plasma para medir la actividad
arilesterasa (29, 30).
1.3. Disolventes orgánicos
Debord y col. (20) han encontrado una inhibición de la arilestera-
sa por unión de disolventes orgánicos al enzima a través de interac-
ciones hidrofóbicas por la cadena alifática y de unión de transferen-
cia de carga a través del grupo polar funcional. Así, cuanto mayor es
el número de carbonos de la cadena, mayor es su potencial de inhibi-
ción. Es decir, el etanol inhibe al enzima más que el metanol. Además
demostró que el monoetil éter del etilenglicol inhibía ligeramente al
enzima, pero la acetona, el tetrahidrofurano y el dimetilsulfóxido la
inhibían más potentemente.
1.4. Surfactantes
En ocasiones se han estudiado surfactantes para solubilizar sus-
tratos diferentes al acetato de fenilo para determinar la actividad
arilesterasa. En un estudio llevado a cabo por Lorentz y col. (17)
observaron que la mayoría de los surfactantes (por ejemplo, Triton,
Tween) inhibían la actividad arilesterasa.
1.5. Agentes tamponadores
En el mismo estudio de Lorentz y col. (17) probaron distintos
tampones para determinar la actividad arilesterasa, concluyendo que
MOPS (ácido 3-(N-morfolino)-propilsulfónico), HEPES, Tris y trieti-
lamina actúan como inhibidores, mientras que TES (ácido N-[tris-
(hidroximetil)-metil]-2-aminoetilsulfónico), BICINE (N,N-bis(2-
hidroxietil)glicina) y borato no.
Sin embargo, en base a nuestros resultados en humanos y rato-
nes (26, 27), el HEPES no parece demostrar un efecto tan inhibitorio,
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ya que cuando usamos el tampón SBFc (tamponado con HEPES)
obtenemos una pendiente muy superior a la obtenida al usar el
tampón Tris/HCl. Además el Tris en ratones parece ejercer un papel
activador.
1.6. Alcoholes alifáticos
Según Debord y col. (21), la inhibición de los alcoholes alifáticos
es más potente cuanto mayor es el número de carbonos de la cadena
alifática y a igualdad de carbonos cuanto menos polar sea la molé-
cula. Concluyen, por tanto, que en esta inhibición deben intervenir
aminoácidos poco polares de la arilesterasa y que se localizan en la
zona central del enzima.
1.7. Bicarbonato
Nunca se había estudiado previamente el efecto del bicarbona-
to sobre la actividad arilesterasa. La concentración de ion bicarbo-
nato se encuentra incrementada en los tampones SBFb y SBFp res-
pecto de los demás tampones, con lo que parece actuar como un
inhibidor tanto en humanos como en ratones. La razón de este efec-
to inhibitorio puede ser debido a la alta concentración de bicar-
bonato (27 mM) en contraste a la baja concentración de ión Ca2+
(2,5 mM) en los tampones SBFp y SBFb se favorece la formación del
bicarbonato de calcio disminuyendo la concentración de Ca2+ en el
medio que recordemos es un ión limitante para que la arilesterasa
actúe (31).
1.8. Albúmina
Todos los ensayos que hemos realizado incorporando diferentes
concentraciones de albúmina nos inhibieron de tal forma la ariles-
terasa que no obtuvimos actividad. Por tanto, podemos concluir que
la albúmina es un potente inhibidor de la actividad arilesterasa.
Para explicar este efecto proponemos dos posibles hipótesis:
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1. Que esta inhibición se deba a que el sustrato de la arileste-
rasa, el acetato de fenilo, se une a la albúmina, por lo que el
enzima ya no podrá hidrolizarlo. Esta conclusión se ve refor-
zada por un estudio previo en el que se demostró que el
acetato de fenilo en un tampón de pH = 7,6 y de fuerza iónica
= 0,2 M se une a la albúmina (32). Sin embargo, la fuerza de
unión no resultó ser demasiado alta, y desconocemos si sería
suficientemente alta para competir con la PON1.
2. Que la inhibición se deba a la unión de la PON1 a la albúmi-
na inhibiéndose la actividad arilesterasa. Para alcanzar esta
hipótesis nos basamos en un estudio llevado a cabo por Or-
tigoza-Ferando y col. (33), en el que encontró dos bandas por
electroforesis al purificar la PON1. Una banda que supuso
era PON1 aislada que presentaba actividad arilesterasa, y otra
banda en la que aparecía la PON1 unida a albúmina y no
demostraba actividad arilesterasa. Por tanto, nosotros pode-
mos asumir que puesto que actualmente se ha demostrado
que existe una única PON1, las dos bandas encontradas se
trataban del mismo enzima pero cuando se encuentra unido
a la albúmina se inhibe su actividad arilesterasa, por interac-
ciones albúmina-PON1.
2. Potenciadores de la actividad arilesterasa
2.1. Calcio
La PON1 es un enzima dependiente de Ca2+. Se ha aceptado
en el método de Eckerson y col. (12) que la concentración óptima
es de 0,9 mM. En el estudio de Lorentz y col. (17) se llegó a la
errónea conclusión de que el Ca2+ era potenciador de la arilesterasa
hasta una concentración de 0,4 mM. Sin embargo, Nus y col., usan-
do el SBF, concluyeron que con una concentración fisiológica de
Ca2+ = 2,5 mM se obtienen mejores resultados (26, 27).
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2.2. Cloruro
En muchos de los estudios se ha utilizado NaCl para estimular la
actividad arilesterasa (5, 34), seguramente por aumentar la fuerza
iónica del medio. Sólo existe un estudio (13) en el que se asegura
que la adición de NaCl al medio inhibe la actividad arilesterasa.
Nosotros hemos concluido que el ion Cl, más que la sal NaCl actúa
como un potenciador en la actividad arilesterasa, ya que se obtie-
nen mejores resultados al emplear SBF y SBFc (26, 27). Además este
efecto potenciador es aún más potente en ratones, ya que incluso
llega a revertir el efecto inhibitorio del bicarbonato en el SBFb.
2.3. pH
Se ha sugerido que el mejor pH al que trabaja la arilesterasa y
en general todas las esterasas, es entre 7,5 y 8 (17); sin embargo, en
nuestro estudio (26, 27) se obtuvieron valores más altos de actividad
a un pH fisiológico (7,34-7,4).
2.4. Fosfolípidos (FL)
Para conocer el efecto de los FL sobre la actividad arilesterasa se
han realizado estudios con el enzima purificada, unida a las lipo-
proteínas de alta densidad (HDL) y unida a las lipoproteínas de muy
baja densidad (VLDL). Se han ensayado distintos FL (35):
2.4.1. Fosfatidilcolinas: dependiendo del ácido graso que incor-
poran en la posición sn-2 tienen distintos efectos:
2.4.1.1. Si llevan ácidos grasos saturados (AGS), estimu-
lan la actividad arilesterasa proporcionalmen-
te a la longitud de cadena del ácido graso desde
(C10-C16). A partir de AGS de cadena mayor de
C16 se inhibe la actividad.
2.4.1.2. Si llevan AGP. Estimulan la actividad arilestera-
sa de forma más potente que cuando está unida
a AGS.
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2.4.1.3. Si llevan AGS de cadena corta (es decir, restos
de AGS que han sido cortados), la estimulación
de la actividad arilesterasa es más potente que
en los otros dos casos.
2.4.2. Esfingomielina. Estimula la actividad arilesterasa pero no
la paraoxonasa.
2.4.3. Dimiristoilfosfatidilglicerol. Es un fosfolípido con carga
negativa que parece estimular sólo la arilesterasa de for-
ma dosis-dependiente e inhibir la paraoxonasa.
2.4.4. Fosfatidilinositol de la soja. También es un fosfolípido de
carga negativa que estimula la arilesterasa e inhibe la
paraoxonasa.
3. Sustratos de la actividad arilesterasa
3.1. Acetato de fenilo
Su producto es el fenol que absorbe a 270 nm. Es un sustrato
artificial específico de este enzima que fue propuesto por Eckerson
y col. (12). Hasta el momento es el que ha producido los mejores
resultados.
3.2. Acetato de p-nitrofenilo
Su producto es el p-nitrofenol que absorbe a 410 nm. No es un
sustrato muy específico, por lo que hay que añadir en el medio inhibi-
dores de la acetilcolinesterasa que también hidrolizan este sustra-
to (36). Además la velocidad de hidrólisis es la mitad que cuando se
utiliza el acetato de fenilo (37). Es más, la introducción de cualquier
sustituyente en la posición produce una disminución muy importante
de la actividad arilesterasa, ya que según parece es más importan-
te para estabilizar el estado de transición del enzima la basicidad de
Lewis del oxígeno del grupo carbonilo que el pKa (37).
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3.3. Acetato de tiofenilo
Es el sustrato empleado en el estudio de Lorentz y col. (17), el
cual presenta el problema de que da un producto no cromógenico,
por lo que debe, posteriormente, acoplarse a una reacción con un
complejo de hierro.
3.4. Ésteres del α-naftol
Su producto es el α-naftol que absorbe a 321 nm (18). El proble-
ma de este sustrato es que no es soluble en disoluciones acuosas, por
lo que para hacer ensayos debe adicionarse un disolvente orgánico
o un surfactante al medio que inhibe la actividad arilesterasa.
3.5. Fosfatidilcolinas con estructura de isoprostano
3.5. como el 1-palmitoil-2-linoleil-sn-glicero-3-fosfocolina
3.5. y el 1-palmitoil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina
Son hidrolizados a lisofosfatidilcolina (35).
3.6. Fosfatidilcolinas con grupos aldehído
3.5. como 1-palmitoil-2-(9-oxo)nonanoil-sn-glicero-3-fosfocolina
3.5. y la 1-palmitoil-2-(5-oxo)valeroil-sn-glicero-3-fosfocolina
También son hidrolizados a lisofosfatidilcolina pero no rompe la
unión de los ácidos grasos como haría una esterasa de serina (35).
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